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(57) Abstract 

An essentially pure substance has a structure of a Nod factor or one of its analogues. The Nod factor is characterized by 
the fact that its biosynthesis is controlled by at least one nodulation gene (nodA,B,C) common to the Rhizobiaceae, in particular 
to the genera Rhezobium y Brady rhizobium, Sinorhizobium and Azorhizobium. This substance consists of a lipo-oligosaccharide 
which is not a derivative of the exopolysaccharides and which has the general formula (I). In formula (I), the Nod factor of which 
it has the strucutre is a r>hv ^-specific symbiotic signal and is capable of enhancing the capacity of the bacteria to infect the host 

; ited and/or of accelerating the formation of nodules on the host plant with which it is associated 
: . Tiption of symbiotic genes of the Leguminoseae. Applications to the treatment of plants and as an 
nans and animals. G stands for a hexosamine variously substituted, for example by an acetyl group 
: jup, an acetyl group and/or an ether group on oxygen Rj, R 2 , R3, R5, Rg, R7, which may be ident- 
ical or different, stand fo: H, CH3CO-, CxHyCO- where X is a whole number between 0 and 17 and Y is a whole number 
between 1 and 35, or any other acyl group, for example a carbamyl groupe, R 4 stands for a saturated or mono-, di, or tri-un- 
saturated aliphatic chain containing at least 12 carbon atoms and n is a whole number between 1 and 4. 
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(57) Abrege Substance sensiblement pure presentant la structure d'un facteur Nod ou de l'un de ses analogues, lequel fac- 

teur Nod se caracterise par le fait que sa biosynthese est sous Ie contrdle d'au moins un gene de nodulation (nodA,B,C) commun 
aux Rhizobiacees, en particulier aux genres Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium et Azorhizobium. Cette substance est 
constitute par un lipo-oligosaccharide non derive des exopolysaccharides et repond a la formule generate (I). Le facteur Nod * 
dont elle presente la structure est un signal symbiotique plante-specifique et est apte a amplifier la capacite de la bacterie a infec- 
ter la plante-hote a laquelle il est associe et/ou a accelerer la formation de nodules sur la plante-hote a Iaquelle il est associe et/ 
ou a induire la transcription de genes symbiotiques de Legumineuses. Applications au traitement de plantes et en tant qu'agent 
therapeutique actif chez l'Homme et chez l'animal. La formule (I) dans laquelle : G est une hexosamine diversement substitute, 
par exemple, par un groupe acetyl sur l'azote, un grbupe sulfate, un groupe acetyl et/ou un groupe ether sur un oxygene, R ls R 2 , 
R 3 , R 5 , R$, R 7 , qui peuvent etre identiques ou differents, representent H, CH 3 CO-, CxHyCO- ou X est un nombre entier 
compris entre 0 et 17, et Y est un nombre entier compris entre 1 et 35, ou tout autre groupe acyl, tel que par exemple un car- 
bamyl, R 4 represente une chaine aliphatique saturee ou mono-, di-, ou tri-insaturee comportant au moins 12 atomes de car- 
bone, et n est un nombre entier compris entre 1 et 4. 
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APPLICATIONS . 

5 La presente Invention est relative a des sub- 

stances de structure lipo-oligosaccharidique aptes a 
constituer des signaux symbiotiques plantes-specif iques , 
a des precedes de production de ces substances et aux 
applications de celles-ci. 
10 comme on le sait, les vegetaux ont besom, 

pour leur croissance d'une source d' azote combine comme 
1' ammoniaque ou le nitrate. La fixation de 1 'azote, par 
reduction chimique ou biologique de 1- azote atmospherxque 
(N 2 ) en ammoniaque <NH 3 >. joue done un rSle essentxel 
15 dans la production agricole. 

Comme on le sait egalement, des micro-orga- 
nismes symbiotiques peuvent favoriser la croissance et le 
developpement des plantes par fixation biologxque de 
1 ' szots 

20 Les Rhizobiacees sont des bacteries du sol 

Gram-negatives qui fixent generalement 1 'azote en asso- 
ciation symbiotique avec des vegetaux : 1 ' etablissement 
d'une telle symbiose avec des bacteries fixatrxces 
d' azote permet a de nombreuses especes vegetales de 
25 croxtre sur des sols pauvres en azote assimilable. Grace 
a la photosynthese, le partenaire vegetal fournxt a la 
bacterie 1 ■ energie necessaire a la reduction de 1 ■ azote 
moleculaire en ammoniaque. En retour, 1' ammoniaque fxxe 
par le microsymbionte est fourni a la plante-hote qux 
30 1' Integra dans son metabolisme azote. L ' association sym- 
biotique qui s'etablit entre des bacteries fixatrxces 
d' azote, telles que les Rhizobiacees, et des plantes de 
la famille des Legumineuses est la plus importante sur le 
plan ecologique et agronomique. Cette association se tra- 
35 duit oar la formation de nodosites, ou nodules, essen- 
tiellement sur les racines des plantes-hotes . A 
1'interieur de ces nodosites, les bacteries reduxsent 
!• azote atmospherique en ammoniaque par 1 • intermedxaxre 
du complexe enzymatique de la nitrogenase. 
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La symbiose entre les bacteries fixatrices 
d l azote de la famille des Rhizobiacees (genres Rhizobi um, 
Bradyrhizobium, Sinorhizobium, et Azorhlzoblum) et les 
plant es de la famille des Legumineuses j oue done un role 
5 tres important en agriculture temperee et tropicale. 
Parmi ces plantes on citera notairtment des oleoproteagi- 
neux comme le soja et l'arachide, des fourrages comme la 
luzerne et le trefle,. des proteagineux comme le pois et 
la feverole, des plantes vivrieres comme les haricots, 

10 pois, lentilles et pois chiches, des engrais verts comme 
Sesbanla etc... Grace a ces symbioses la culture des 
Legumineuses est souvent moins couteuse en engrais azotes 
que la culture des plantes appartenant a d'autres 
families. A cet egard, il convient de rappeler que 

15. 1 1 utilisation massive des engrais azotes presente un 
certain nombre d ' inconvenients . Tout d ' abord la synthese , 
le transport et 1 ' epandage des engrais, est couteuse en 
energie fossile, ce qui a plusieurs consequences : au 
niveau de 1 ' exploitation agricole elle augmente les couts 

2 0 de production des agriculteurs et au niveau de 

1 1 environnement elle contribue a I'effet. de serre par 
accroissement de la teneur en C0 2 . Par ailleurs, une fer- 
tilisation azotee non raisonnee ou excessive entraine une 
pollution des eaux continentales avec une eutrophisation 
25 des eaux de surface et une augmentation de la teneur en 
nitrates des nappes phreatiques. Ces di verses raisons 
militent en faveur d'une utilisation accrue de la fixa- 
tion biologique de 1' azote. 

Etant donne les consequences tres prejudi- 

3 0 ciables de 1 1 utilisation excessive d* engrais azotes, il 

convient done d'accroitre la contribution de la fixation 
biologique d' azote par les plantes "et notamment par les 
especes cultivees qui interviennent pour une part impor- 
tante dans 1 ' alimentation humaine et animale. La solution 
3 5 la plus acceptable, tant du point de vue ecologique que 
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du point de vue economique, est 1 ' amelioration de la 
symbiose Rhizobiacees-Legumineuses . 

II a ete propose de realiser cette ameliora- 
tion par un apport de Rhizobiacees (notamment Rhizobiim 
5 ou Bradyrhizobivm) au moment du semis, soit par enrobage 
des graines, soit a l'aide de granules melanges aux 
graines, soit a l'aide d'une culture en milieu liquide. 
Ces apports bacteriens ne sont cependant efficaces que 
dans les cas, relativement rares, ou les bacteries 
10 symbiotiques appropriees sont naturellement absentes ou 
peu abondantes dans les sols. Dans les cas contraires, 
c'est a dire dans les sols contenant deja ces bacteries, 
il est pratiquement impossible d'imposer une souche 
introduite volontairement , en raison de la competition 
15 avec les bacteries indigenes contenues dans les sols, 
qui, meme si elles ne sont pas forcement efficaces pour 
la fixation de l'azote, n'en constituent pas moins un 
facteur limitant pour 1 • introduction de bacteries selec- 
tionnees. 

20 ii a egalement ete propose de favoriser la 

symbiose Rhizobium-Legumineuses en traitant les plantes 
par un exopolysaccharide derive de bacteries du genre 
Rhizobivm ou par un oligosaccharide contenant un ou 
plusieurs motifs d'un tel exopolysaccharide (EPS) - cf. 
25 la demande Internationale PCT publiee sous le 
N* WO 87/06796 deposee au nom de THE AUSTRALIAN NATIONAL 
UNIVERSITY et mentionnant comme Inventeurs : B.G.ROLFE, 
S.P. DJORDJEVIC, J.W. REDMOND et M. BATLEY -. Toutefois, 
cet EPS est un produit code par des genes non symbio- 
30 tiques. En effet la biosynthese de ces exopolysaccharides 
n'est pas sous le controle direct des genes nod qui 
contr61ent 1' infection et la nodulation. Ces exopoly- 
saccharides sont synthetises par des souches de Rhizobium 
qui ont ete gueries de leur plasmide pSym, plasmide qui 
35 porte l'essentiel des genes symbiotiques et notamment les 
genes nod. 
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Les genes impliques dans le processus de for- 
mation des nodules ont ete localises et plusieurs genes 
de nodulation (genes nod) communs et specifiques ont ete 
identifies et caracterises (voir Long, S. R., Cell, 
5 1989, 203-214) . Alors que les genes nodA,B,C sont des 
genes de nodulation communs aux differentes especes de 
Rhizobiacees symbiotiques , il existe des genes nod speci- 
fiques qui determinent le spectre d'hote et qui varient, 
de ce fait, chez les differentes especes, et des genes 
10 regulateurs, de type nodD, qui controlent 1' expression de 
1 1 ensemble des genes nod. 

Les genes communs nodA,B,C ont ete mis en 
evidence dans les quatre genres bacteriens capables 
d'etablir une symbiose fixatrice d' azote avec les Legumi- 
15 neuses : Rhizojbium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium, et 
Azorhizobium. Pour le genre Rhizobium la sequence nucleo- 
tidique de ces genes a ete realisee chez R.meliloti 
(Torok et al.. Nucleic Acids Res., 1984,12,9509-9522 ; 
Jacobs et al . , J. Bacteriol . , 1985 ,1£2, 469-476 ; Egelhoff 
20 et al., DNA, 1985, A, 241-242 ) , R. leguminosarum (Rossen et 
al., Nucl. Acids Res., 1984,12/9497-9508), R.trifolii 
(Schofield et al . , Nucl. Acids Res., 1986,11,2891-2903). 

Pour Brady rhizobium sp. (Scott, Nucl. Acids 
Res., 1986,11,2905-2919) . 
25 Pour Azorhizobium caulinodans (Goethals et 

al., Mol. Gen. Genet., 1989 ,21£, 289-298) . 

Une eguipe de Chercheurs comprenant plusieurs 
des Inventeurs de la presente Invention a montre que chez 
Rhizobium meliloti, les genes communs nodA,B,C induisent, 
3 0 conjointement avec les genes specifiques nodR et nodQ, la 
production de signaux Nod extra-cellulaires hote-speci- 
fiques, presents dans les surnageants de culture de ces 
bacteries : cf FAUCHER et al . , J. BACTERIOL (1988), 112, 
5489-5429 et FAUCHER et al . Molec . Plant -Microbe 
35 Interact. (1989), 2/ 291-300, entre autres . . La seconde de 
ces deux Publications rend compte, en outre, d'un frac- 
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tionnement du surnageant sterile par ultrafiltration, qui 
a permis de mettre en evidence la presence de deux 
facteurs Nod de masse moleculaire apparente inferieure a 
5 000 Da. 

5 La specif icite d 1 infection et de nodulation 

est determinee, chez R.melilotx, sur deux plans, a 
savoir : - les genes nodD activent l 1 expression d'autres 
operons nod en f one t ion de la presence >de signaux 
specif iques produits par les plantes (Gyorgypal et al . , 

10 Molec. Gen. Genet., 1988. 212 .85-92) et, - des genes 
specif iques tels que nodH et nodQ, lorsqu'ils sont 
actives, determinent la production de signaux extra - 
cellulaires bacteriens (facteurs Nod), qui permettent la 
reconnaissance et la stimulation d'une legumineuse-hote 

15 cornme la luzerne (Faucher et al . , J. Bacterid, 
1988, 172 . 5489-5499 ; Faucher et al . , Molec. Plant-Microbe 
Interact., 1989,2,291-300). Toutefois, la structure chi- 
mique des signaux bacteriens n'etait pas connue. 

La presente Invention s'est donne pour but de 

20 definir la structure chimique de signaux Nod symbio- 
tiques, et de pourvoir a des substances presentant une 
telle structure chimique, de pourvoir egalement a des 
precedes de production de substances aptes a jouer le 
role de tels signaux Nod symbiotiques et de proposer des 

25 applications de ces substances pour le traitement 
d'organismes appartenant tant au regne vegetal qu'au 
regne animal (y compris 1' Homme). 

La presente Invention a pour objet une 
substance sensiblement pure presentant la structure d*un 

3 0 facteur Nod ou de I'un de ses analogues, lequel facteur 
Nod se caracterise par le fait que sa biosynthese est 
sous le controle d*au moins un gene de nodulation 
(nodA, B,C) commun aux Rhizobiacees , en particulier aux 
genres Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium et 

3 5 Azorhizobium, laquelle substance est caracterisee en ce 
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qu'elle est constitute par un lipo-oligosaccharide non 
derive des . exopolysaccharides . 

On entend par " f acteur Nod" , au sens de la 
presente Invention, une molecule-signal produite sous le 
5 controle direct de genes nod, qui est un signal grace au- 
quel les bacteries symbiotiques sont capables d'infecter 
les plantes et d'induire la formation de nodosites . 

Selon un mode de realisation avantageux de la- 
dite substance sensiblement pure, le f acteur Nod, dont 

10 elle presente la structure, est caracterise en ce qu'il 
est un signal symbiotique plante-specif ique et est apte a 
amplifier la capacite de la bacterie a infecter la 
plante-hote a laquelle il est associe et/ou a accelerer 
la formation de nodules sur la plante-hote a laquelle il 

15 est associe et/ou a induire la transcription de genes 
symbiotiques de Legumineuses . 

Selon un autre mode de realisation avantageux 
de ladite substance sensiblement pure conforme a 
1 ' Invention, le f acteur Nod dont elle presente la struc- 

2 0 ture, a les proprietes structurelles d'un ligand de lec- 
tine . 

La presente Invention a egalement pour objet 
une substance lipo-oligosaccharidique caracterisee en ce 
qu'elle repond a la formule generale I ci-apres : 

25 



30 




35 

FORMULE I 
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dans laquelle : 

G est une hexosamine diverseinent substitute, par 
exemple, par un groupe acetyl sur 1* azote, un groupe 
sulfate, un groupe acetyl et/ou un groupe ether sur un 
5 oxygene, 

- R lt R3/ R5/ ^6' R 7' qui P euvent etre identiques ou 
differents, representent H, CH3CO-, C x H y CO- ou x est un 
nombre entier compris entre 0 et 17, et y est un nombre 
entier compris entre 1 et 35, ou tout autre groupe acyl, 

10 tel que par exemple un carbamyl 

- R 4 represente une chaine aliphatique saturee ou mono-, 
di-, ou tri-insaturee comportant au moins 12 atomes de 
carbone, et 

- n est un nombre entier compris entre 1 et 4 . 

15 Selon un mode de realisation prefere de la presente 
Invention, G represente : 

. Chez JR. meliloti une N-acetyl-D-glucosamine 6-sulfate 
. Chez R. leguminosarum b.v. viciae une N-acetyl-D- 
glucosamine. 

2 0 Selon une disposition avantageuse de ce mode 

de realisation, le lipo-oligosaccharide conforme a 
1' Invention est caracterise en ce qu'il repond a la 
formule (II) ci-apres : 

25 



OH 



30 



35 




FORMULE II 
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dans laquelle R represente H ou CH3CO- et n 
est egal a 2 ou 3 . 

Les lipo-oligosaccharides de 'R. meliloti 
repondant a la formule generale (II) dans laquelle 
5 R represente H sont designes ci-apres sous le terme 
general NodRm ; lorsque n = 2, le lipo-oligosaccharide 
correspondant est denomme NodRm-1 ; lorsque n = 3, le 
lipo-oligosaccharide correspondant est denomme NodRm-3 . 

Les lipo-oligosaccharides repondant a la 
10 formule generale (II) dans laquelle R represente CH3CO- 
sont designes ci-apres sous le terme general Ac -NodRm ; 
lorsque n = 2, le lipo-oligosaccharide correspondant est 
denomme Ac-NodRm-1 ; lorsque n = 3, le lipo-oligosaccha- 
ride correspondant est denomme Ac-NodRm-3 . 
15 La presente Invention a egalement pour but de 

pourvoir a des procedes de production des substances sen- 
siblement pures conformes a la presente Invention, les- 
quels procedes incluent les procedes de purification a 
partir de surnageants de culture de Rhizobiacees, les 

2 0 procedes par voie de synthese sequentielle ou convergente 

usuels dans les syntheses osidiques et les procedes de 
production desdites substances par genie genet ique, a 
partir de genes nod clones dans des microorganismes 
appartenant ou non a la f amille des Rhizobiacees , even- 
25 tuellement sous le controle d'un promoteur approprie 
et/ou en presence de genes regulateurs ayant fait I'objet 
de mutations appropriees . 

Selon un mode de realisation avantageux d'un 
procede de production de la substance sensiblement pure 

3 0 conforme a la presente Invention, au cours d'une premiere 

etape on produit un plasmide recombinant resultant du 
clonage dans un plasmide capable de se repliquer dans une 
bacterie Rhizobiacee ou tout autre bacterie appropriee, 
(1) soit d'un fragment qui contient des genes nod communs 
35 et specifiques, ainsi que des genes regulateurs d'une 
bacterie Rhizobiacee donnee, soit (2) des genes 
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regulateurs de 1' expression des genes nod. Les bacteries 
Rhizobiacees ou toutes autres bacteries appropriees sont 
ensuite modifiees par introduction dudit plasmide recom- 
binant, pour obtenir une souche mutante tres surpro- 
5 ductrice de facteurs Nod, et on cultive ladite souche 
mutante dans un milieu de culture approprie ; - au cours 
d'une deuxieme etape, on recueille le surnageant de .cul- 
ture que l'on purifie par extraction par un alcool/ inf e- 
rieur approprie, ou par extraction solide-liquide suivie 
10 d'une chromatographie HPLC en phase inverse du residu 
d ' extraction, d'une chromatographie par permeation de 
gel, d'une chromatographie par echange d'ions et d'une 
chromatographie HPLC analytique en phase inverse. 

Selon un mode de realisation avantageux de ce 
15 procede, le plasmide surproducteur de facteur Nod est 
introduit dans une bacterie Rhizobiacee mutante non- 
productrice d 1 exopolysaccharides . 

Selon un autre mode de realisation avantageux 
du procede de production de la substance sensiblement 
20 pure conforme a la presente Invention, on part d'une 
souche sauvage de bacteries Rhizobiacees fortement 
productrice de facteurs Nod, que l'on cultive dans run 
milieu de culture approprie, apres quoi l'on recueille le 
surnageant de culture que l'on traite selon les modalites 
25 indiquees plus haut . 

La presente Invention a egalement pour objet 
un agent de traitement de plant es dont le ou un const i- 
tuant actif est une substance sensiblement pure telle que 
definie plus haut, et en particulier : 
3 0 - un agent de stimulation des mecanismes de defense des 
plantes contre les pathogenes, 
- un agent de stimulation des proprietes symbiotiques des 
Legumineuses, notamment a 1 ' egard de la fixation 
d 1 azote. 

35 Selon un mode de realisation avantageux de 

1' agent de traitement de plantes conforme a la presente 
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Invention, celui-ci est formule sous la forme d'une 
composition d'enrobage de graines ou d'une solution ou 
suspension aqueuse pour pulverisation, dans laquelle 
ladite substance est presente seule ou associee a 
5 d'autres constituants actifs, 

Selon un autre mode de realisation avantageux 
de 1' agent de traitement de plantes conforme a la pre- 
sente Invention, ladite substance est presente dans les 
compositions d'enrobage ou les solutions ou suspensions 

10 aqueuses, a une concentration comprise entre 10~ 6 M et 
10" 14 M, lorsque 1* agent de traitement de plantes est 
destine a etre utilise comme agent de stimulation des me- 
canismes de defense ou des proprietes symbiotiques . 

La presente Invention a en outre pour objet un 

15 agent therapeutique, dont le ou un constituant actif est 
une substance sensiblement pure telle que definie plus 
haut . 

Selon un mode de realisation avantageux de cet 
agent therapeutique, ladite substance est presente dans 

2 0 1 ' agent therapeutique a une concentration comprise entre 

10" 5 M et 10" 8 M. 

Outre les dispositions qui precedent, 
1 ' Invention comprend encore d'autres dispositions, qui 
ressortiront de la description qui va suivre . 
25 L' Invention sera mieux comprise a 1 ' aide du 

complement de description qui va suivre, qui se refere 
aux exemples qui vont suivre. 

II doit etre bien entendu, toutefois, que ces 
exemples ainsi que les des sins annexes, sont donnes uni- 

3 0 quement a titre d' illustration de 1' objet de 1' Invention, 

dont ils ne constituent en aucune maniere une limitation. 
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EXEMPLES 

Exemple 1 - Preparation des composes conform s 
1 1 Invention par purification k partir d'un milieu de 
culture de Rhizobium meliloti. 
5 A. Production du compos6 

La production de facteurs Nod extracellulaires par 
Rhizobium est sous le controle d'une part des genes cbm- 
muns nodA,B,C (van Brussel et al . , J. Bacteriol, 
1986. 165 ,517-522: Zaat et al . , J . Bacteriol., 

10 1987. 169 .3388-3391; Faucher et al . , J. Bacteriol., 
1988 , 17 0 , 5489-5499 ) et d'autre part des genes nod de 
specif ite d'hote, par exemple chez R . meliloti , les genes 
nodH et nodQ (Faucher et al . , J. Bacteriol, 
1988 . 170 , 5489-5499 ; Faucher et al . , Molec. Plant -Microbe 

15 Interact., 1989,2,291-300) . 

La regulation de la transcription des genes 
communs nodA,B,C est sous le controle de proteines 
regulatrices codees par les genes nodDl , nodD2 , nodD3 et 
syrM (Mulligan et al . , PNAS, 1985, £2, 6609-6613 ; 

20 Gyorgypal et al . , Mol . Gen. Genet., 1988,212/85-92). La 
proteine NodDl n'est active qu'en presence de certains 
flavonoides inducteurs, presents dans les exsudats raci- 
naires de Legumineuses , comme la luteoline (Mulligan et 
al . , PNAS, 1985,52,6609-6613 ; Peters et al . , Science, 

25 1986 , 23? , 977-980) . La presence des genes nodD3 et syrM 
sur un plasmide multicopie provogue une activation 
constitutive des genes nodA,B,C meme en 1' absence de 
flavonoides inducteurs (Mulligan et al . , Genetics, 
1989,122,7-18) . 

3 0 Pour determiner la regulation des autres genes 

nod les Inventeurs ont construit des fusions entre les 
genes de specif icite d'hote nodE, nodG et nodH et le gene 
lacZ & x E.coli codant pour la P-galactosidase . Ces fusions 
ont permis de montrer que chez R. meliloti les genes nod 

3 5 de specif icite d'hote sont regules de la meme fagon que 
les genes communs nodA,B,C: (i) leur transcription est 
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activee par nodDl, nodD3 et syrM, (ii) la luteoline est 
necessaire pour 1 ' activation par nodDl, (iii) 1' activa- 
tion de la transcription est beaucoup plus forte quand 
les genes regulateurs et les genes de structure sont sur 
5 un plasmide du groupe d ' incompatibility Inc-Pl (presents 
a 5-10 exemplaires par cellule) . 

Ces indications ont incite les Inventeurs a 
choisir un plasmide derive du pRK2 , le pRK290, dans le- 
quel a ete clone un fragment de 30kb de la region nod du 

10 megaplasmide pSym de R.meliloti . Ce plasmide recombinant, 
le pGMI149 contient 1' ensemble des genes nod communs et 
specifiques, ainsi que les genes regulateurs nodDl, 
nodD3 et syrM (Debelle et al . , J. Bacterid., 
1986, 1075-1086 ; Faucher et al . , J. Bacterid, 

15 1988,1711,5489-5499)'. lis ont montre que des souches de 
R.meliloti contenant le plasmide pGMI149 sont surproduc- 
trices de facteurs Nod : en effet, leur production est 
superieure d'au moins cent fois par rapport a des souches 
de R.meliloti sauvages . 

2 0 Pour la production a grande echelle des fac- 

teurs Nod, par exemple pour des cultures en fermenteur, 
la forte production d ' exopolysaccharides peut presenter 
des inconvenients pour la filtration des cultures et pour 
la purification des molecules-signal. Les Inventeurs ont 
25 done juge preferable d'introduire le plasmide surproduc- 
teur pGMI149 dans le mutant EJ355 de R.meliloti qui ne 
produit pas d 1 exopolysaccharides . La souche EJ355 
(pGMI149) produit en abondance les facteurs Nod mais pas 
d ' exopolysaccharides . 

3 0 En utilisant des fusions de genes entre les 

genes nod de R.meliloti et le gene lacZ d' Escherichia 
coli (fusions nod::lac) pour mesurer le niveau 
d 1 expression des genes nod, les Inventeurs ont mis au 
point un milieu de culture qui permet une bonne expres- 
3 5 sion des genes nod et une production elevee de facteurs 
Nod. Un milieu satisfaisant est un milieu mineral qui 



BNSDOCID: <WO 91 1 5496A1 _l_> 



WO 91/15496 



PCT/FR91/00283 



13 

contient du succinate comme source de carbone et du glu- 
tamate comme source d' azote et de carbone. En effet, dans 
un milieu riche, contenant des lysats de proteines et des 
extraits de levures, 1* activation de la transcription des 
5 genes nod est moins bonne ; en outre la purification des 
facteurs Nod est plus facile a partir de surnageants de 
cultures prepares a partir de milieux simples. La com- 
position de ce milieu est, par exemple, la suivante : r 

- Sels mineraux : 

10 KH 2 P0 4 14,7 mM ; K 2 HP0 4 11,5 mM ; MgS0 4 1 mM ; 
CaCl 2 0,46 mM; FeCl 3 37 |1M, 

- Composes organigues : 

L-glutamate de sodium 5,3 mM ; succinate de 

sodium 7,4 mM ; biotine 2 |XM ; luteoline 10 ^M. 

15 B.l. Purification du compost 

B.l.l. Le compose est extrait du milieu de culture de 
Rhizobium meliloti (15 1) par du butanol (2 extractions 
de 3 litres de BuOH) . La phase butanolique est lavee a 
1 ' eau (1 litre) puis concentree sous vide. Le residu ob- 

20 tenu est dissous dans 1 ' eau (500 ml) et extrait 2 fois 
par l'acetate d'ethyle (2 fois 300 ml). La phase aqueuse 
est enfin concentree puis lyophilisee. 
B.l. 2. Chromatographic HPLC en phase inverse 
Le residu obtenu par extraction butanolique est chromato- 

25 graphie par HPLC en phase inverse sur une colonne \i 
Bondapak C 18 , 10 Jim - Water Associates -, 7,5X250 mm, avec 
un debit de 2 ml/mn et en utilisant un gradient lineaire 
a partir d'un melange A eau-ethanol , 80-20 jusqu'a 
l'ethanol pur B (Fig. 1.1) ; la detection est effectuee a 

30 220 nm. La zone presentant une activite biologique est 
collectee pour purifications complementaires . 
B.1.3. Chromatographie par permeation de gel 
La fraction est purifiee par permeation de gel sur co- 
lonne Sephadex LH2 0 (colonne 1x2 0 cm ; phase LH2 0 

35 Pharmacia) dans un solvant tel que Methanol, a un debit 
de 4 ml/heure. La detection est effectuee a 220 nm. La 
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colonne a ete prealablement calibree par rapport a des 
temoins de polyethyleneglycols (PEG) (cf. Fig. 1.2). La 
fraction hachuree active est collectee. 
B.1.4. Chromatographie par dchange d'ions 
5 Sur colonne d 1 echange d'ions (colonne DEAE-Trisacryl 
1X2 cm ; IBF) , le compose actif (zone hachuree) est elue 
par un gradient lineaire. de NaCl entre 0 et 0,1 N dans un 
tampon Tris-HCl 5X10" 3 N, pH=8,2 (Fig. 1.3). 
B.1.5. Chromatographie HPLC analytique en phase inverse 

10 L'ultime etape de purification est une chroma tographie 
HPLC en phase inverse sur colonne analytique 
(4,5x250 mm ; phase Spherisorb/C 18 5 M™) avec, comme 
solvant, un melange eau-acetonitrile 80-2 0 a un debit de 
Iml/mn ; 300 |lg sont injectes (Fig. 1.4a). Deux pics 

15 absorbant a 22 0 nm sont ainsi detectes et presentent une 
activite biologique. L 1 etude structurale montrera qu'il 
s l agit en fait du meme compose apparaissant sous deux 
formes en equilibre (formes anomeriques a et p libres) . 
B.2. Analyse des constituants 

2 0 B.2.1. Analyse deB monosaccharides 

Apres hydrolyse poussee du compose (HC1 3N; 3h; 100 *C), 
puis derivation en glycoside de methyle peracetyle, on 
observe en chromatographie en phase vapeur (CPV) un seul 
monosaccharide identifie comme etant du deoxy-2-ace- 

2 5 tamido-2 glucose ou de 1 ' acetyl glucosamine (NAc Glc) . La 

serie D de ce sucre a ete etablie apres preparation du 
glycoside peracetate avec un alcool chiral et comparaison 
en CPV avec des temoins de (-) butanol-2-N-acetyl- 
glucosamine des series D et L derives de f agon analogue . 

3 0 La reduction du compose au borodeuterure de 

sodium (NaBD4/H 2 0 lN;18h; 20 *C) est suivie d'une methano- 
lyse douce (MeOH/HCl IN; 80 *C; lh) puis d'un partage 
eau-dichloromethane . La phase aqueuse contient du 
GlnNac-l-0-Me et du deoxy-2-acetamido-2-glucitol , 
3 5 identifies en CPV (Fig. 2.1) ; 1 1 identification en CPV 
est realisee sur une colonne OV1 0,32 mmXSOm, en utili- 
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sant 1" helium et un detecteur FID. La phase organigue 
renferme le methylglycoside de la glucosamine N-acylee 
par un acide gras C 16:2 identifiee par son spectre de 
masse en impact electronique du derive pertrimethylsilyle 
5 selon les donnees de la litterature (Demary, M. et al . , 
Nouv. J. Chimie, 1977,2/373-378) ; le spectre de masse 
impact electronique (EI-MS) de la glucosamine 1-OMe 
amidifiee sur l'atome d' azote par un acide gras et 
pertrimethylsilylee est represents a la figure 2.3. Apres 

10 hydrogenation catalytique de la chaine laterale, 
methanolyse (MeOH, HCl 3N; 2h; 100*0, puis acetylation, 
1' analyse en CPV - realisee sur cblonne OV1 0,32mmX30m a 
l'aide d' helium et d'un detecteur FID - des derives 
peracetyles permet de confirmer la structure de ce 

15 N-acyl-sucre en visualisant du Glc-NAc-l-OMe et du 
palmitate de methyle (accompagne de stearate de methyle 
en quantite moindre) (Fig. 2.2). 

Cette analyse permet d'etablir la presence de 
trois types de glucosamine: NAcGlc, NacGlc reductrice et 

2 0 N-acyl Glc, selon un cheminement analytique resume a la 
Fig. 3 annexee. 

B.2.2. Composition en acides gras 

Les acides gras presents dans le compose ont pu etre iso- 
les apres saponification (KOH 5%;18h; 80 'O puis analyses 

25 en CPV - sur colonne OV1 0,32mmX30m a l'aide d 1 helium et 
d*un detecteur FID - sous la forme d' esters de methyle 
(Fig. 2.4). Cette etude a permis d'identifier outre un 
acide gras majoritaire en C 16:2 , d'autres entites minori- 
taires: C 16:0 , C 16:1/ C 18:0 et C 18:1 - La position des 

30 deux double-liaisons de 1' acide gras en C 16:2 a pu etre 
precisee a partir du spectre de masse MS-MS du 
carboxylate forme a partir de son ester de perfluoro- 
benzyle (J.C. Prome et al . , Rapid Comm. Mass spectrom. , 
1987,1,80-82) et localisee en 2 et 9 sur la chaine. 
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B.2.3- Mise en Evidence d'une fonction sulfate 

Apres culture des bacteries en presence de sulfate de so- 
dium marque au ** 5 S, puis purification du compose, la cor- 
respondance observee entre le profil d' absorption UV et 
5 1 ' incorporation de permet de conclure a la presence 

d'une fonction sulfate dans ce compose. La figure 1.4b 
represente ladite correspondance obtenue par incorpora- 
tion de 35 S, apres culture sur ( 35 S) Na2SC>4 puis 
f ractionnement selon le profil represente a la figure 
10 1.4a et comptage de la radioactivite par scintillation 
liquide. 

B.2.4. Determination du mode de liaison int erg lycos idique 

Le mode de liaison entre les differentes glucosamines a 
ete etabli apres permethylation du compose reduit par 

15 NaBD^ , hydrolyse et preparation des alditols acetates 
selon les methodes precedemment decrites (K. Stellner et 
al.. Arch. Biochem. Biophys . , 1973 , 155 , 464-472) , suivies 
d'une analyse par CPV-SM ; le spectre de masse impact 
electronique des alditols acetates issus de la 

20 permethylation du compose reduit est represente a la 
figure 2.5. Cette etude a permis d' identifier des 
alditols acetates tetra-methyles en 1,2,3,5 (spectre a) 
et 2,3,4,6 (spectre b) et tri-O-methyles 2,3,6 (spectre 
c) provenant respect ivement d'une glucosamine reductrice 

25 substitute en 4 et 6, d'une glucosamine terminale et 
d'une glucosamine liee en 1 et 4 . 
B.3, Spectrom£trie de masse 

B.3.1. Spectrom6trie de masse FAB mode positif 

Le spectre de masse FAB mode positif du compose (Fig. 

30 4.1, balayage de m/z 4 000 a m/z 100 (masse nominale) ) 
montre un ion pseudomoleculaire M+H + m/z=1103, accompagne 
de l'ion sode correspondant a m/z=1125. Des ions fragmen- 
taires sont aussi observes a m/z=1023 et 802 attribues 
respect ivement aux pertes de sulfate et de NAcGlucosamine 

35 sulfate. La decomposition de l'ion m/z=802 est observee 
en spectrometrie MS-MS (Fig. 4.2; balayage en. B/E) et 
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conduit a deux fragments glycosilyle a m/z=599 et 3 96 
consecutifs aux cassures entre les differents monosaccha- 
rides. Ces deux spectres permettent d'etablir une 
structure tetrasaccharidique lineaire dont le sucre 
5 reducteur est substitue par une fonction sulfate" et le 
sucre terminal par un acide gras en Cig : 2- 
B.3.2. Spectrom6trie de masse FAB mode negatif 
Hormis 1 ' ion pseudomoleculaire M-H~ a m/z=1101, le 
spectre FAB mode negatif presente des fragments attri- 

10 buables aux coupures glycosidiques . L 1 analyse de ces ions 
conduit a des conclusions structurales analogues a celles 
decrites plus haut : cf. la figure 4.3 qui montre le 
spectre de masse d'ionisation FAB negatif, en utilisant 
le thioglycerol comme matrice. 

15 B.4. RMN 

B.4.1. RMN^H et RMN-2D-homonucl6aire proton (COSY) 

Les donnees relatives aux spectres RMN^-H et RMN-COSY per- 
mettent d'etablir les elements structuraux suivants : 
a) La chaine laterale presente en RMN 1 H deux types de 

2 0 protons vinyliques correspondant aux deux double-liai- 

sons. Deux signaux a bas champ (8=5 , 95ppm; 1H et 
8=6 , 80ppm; 1H) sont attribues a une double liaison conju- 
guee a la fonction carbonyle et presentent une grande 
constante de couplage (J=15Hz) caracteristique d'une geo- 
25 metrie E ; la figure 5.1 represente le spectre RMN 1 H 
susdit ; on utilise comme solvant le CD3OD et une 
frequence de 300MHz (Appareil "Bruker"). Les deux protons 
de la double-liai-son interne a la chaine, magnet iquement 
equivalents, apparaissent en un seul signal (S=5,35ppm). 

3 0 Les protons de ces deux double-liaisons presentent en 

2D-COSY une cascade de correlations avec les autres 
protons aliphatiques caracteristique d'une chaine li- 
neaire ; la figure 5.2 represente le spectre RMN-2D-COSY 
homonucleaire 1 !! obtenu en utilisant le CD3OD comme 
35 solvant et une frequence de 300MHz (Appareil "Bruker"). 
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b) Protons anomeriques : Le spectre RMN 1 H-2D-COSY homonu- 
cleaire de la region saccharidique est represente a la 
figure 5,3 ; ce spectre qui a ete obtenu en utilisant 
comme solvant le CD3OD et une frequence de 300MHz 
5 (Appareil "Bruker" ) montre dans la region des protons 
saccharidiques de 3,4 a 5,2 ppm 5 signaux n'ayant qu'une 
correlation, attribues aux protons anomeriques. De plus, 
aucun signal n'est masque par le massif de l'eau comme 
1 1 indique l 1 absence de correlation de cette region du 

10 spectre- Ces signaux anomeriques correspondent a trois 
doublets de liaisons P (8=4,40 a 4,55ppm; 3H; J=8,5Hz) et 
deux doublets attribues aux protons anomeriques des 
formes a et P du sucre reducteur (5(a) =5 , 05ppm; J=3 , 4Hz et 
5(p) =4, 60ppm; J=8,5Hz). 

15 c) Protons des cycles : Les cycles saccharidiques sont 
caracterises par les signaux methyle des groupements ace- 
tamide, dedoubles par la coexistence des formes a et p 
libres de 1 1 oligosaccharide (5=2,0 a 2,15ppm; 6s; 9H) . Les 
autres protons du cycle resonnent entre 3,2 et 3,9 ppm. 

2 0 Seuls trois signaux plus deblindes sont attribues aux hy- 

drogenes situes a proximite du groupement sulfate. Le 
mode de correlation observe en 2D-COSY (Fig. 5.3) entre 
ces trois signaux est caracteristique de protons 5 et 6 
(correlation H5/H6b, H5/H6a et H6a/H6b) . Ce resultat 
25 permet de situer la fonction sulfate en position 6. 
B.4.2. RMN 13 C 

L ' attribution des differents signaux du spectre RMN 13 C 
decouple du proton (Fig. 5.4), a permis de confirmer la 
presence d'une chaine d'acide gras di-insature, le mode 

3 0 de liaison P l->4 entre les glucosamines ainsi que la 

position en 6 du sulfate a partir des elements suivants ; 
La figure 5.4 represente le spectre RMN 13 C obtenu a 
50,4MHz (Appareil "Bruker" ), en utilisant comme solvant 
le D 2 0: 

35 a) Chaine d'acide gras : Les deplacements chimiques des 
carbones de la chaine laterale (C 2 < a C^g . ) sont caracte- 
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ristiques d'un acide gras possedant une double-liaison 
conjuguee (C 2 . et C 3 .;5=125 et 155 ppm) et une double 
liaison interne (C 9 . et C 10 -;8=133 ppm). 

b) Carbones anomeriques : Un signal preponderant 
5 (8=103, 7ppm) attribue aux carbones anomeriques des mono- 
saccharides non reducteurs, presente un deplacement chi- 
mique analogue au C x du glucopyranoside de methyle : du 
GlcNAc. Deux signaux d'intensites plus faibles sont 
attribues au C 1 de la glucosamine reductrice apparaissant 

10 sous ces deux formes anomeriques libres (80^=93 , lppm et 
80^=91 , 8ppm) . 

c) Cycle : A partir des donnees de la litterature, 
1 'attribution des differents signaux conduit a confirmer 
1 1 enchainement P l->4 dans le tetrasaccharide . Cette 

15 attribution est compliquee par la separation en deux 
groupes de signaux des carbones de la glucosamine reduc- 
trice. La presence de la fonction sulfate en 6 est 
confortee par le deblindage observe du carbone 6 porteur 
de cette fonction (8c 6 _i=68 , 7ppm) . 

20 Exenmle 2 - Mise en evidence de l'activite biologique du 

facteur NodRm-1 

Les activites biologiques mises en evidence 
(i) par le test d'activite specif ique de deformation des 
poils racinaires (Had) sur la vesce decrit par Zaat et 

25 al., (J. Bacterid., 1987 3388-3391) , (ii) et par les 

tests de deformation et. de ramification des poils 
racinaires de luzerne decrits par Faucher et al. 
(J. Bacterid , .1988,122./ 5489-5499 ; Molec. Plant-Microbe 
Interact., 1989 ,2., 291-300 ) ont prouve que la substance 

30 conforme a 1 ' Invention est un signal symbiotique p.lante- 
specifique dont la production est sous le controle des 
genes nod. 

En effet : 

1) apres trois types de purifications bases 
35 sur des proprietes physico-chimiques differentes, echange 
d'ions, filtration en gel et la chromatographie en phase 
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inverse, on observe dans tous les cas une correlation 
absolue entre la presence de cette molecule 
caracterisee par son profil HPLC, par spectrometrie de 
masse et par spectrometrie RNM- 1 H- et son activite Had 
5 specifique sur la luzerne ; 

2) une augmentation de 1* activite des genes 
nod soit par induction de la transcription, soit par 
1 1 augmentation du nombre de copies de ces genes, est 
correlee avec une augmentation de la production de la 

10 molecule, alors qu'une mutation due au transposon Tn5 
dans les genes nodA ou node a pour effet de supprimer sa 
production ; 

3) L 1 activite biologique du compose NodRm-1, 
telle que detectee par les bio-essais de ramification des 

15 poils racinaires est tres elevee et specifique. 

Une solution NodRm-1 a une concentration de 
1 ' ordre de 10" 8 -10" 1 ^ M provoque des reactions Had sur la 
luzerne, hote homologue, mais pas sur la vesce, qui est 
un hote heterologue. Le compose NodRm-1 (voir formule II) 

2 0 est encore act if vis-a-vis de la luzerne, a une 

concentration de 10" 11 M. 

Le spectre RNM 1 H indique pour le compose 
NodRm-1 une purete d'au moins 95 % (cf. Fig. 5.1). 

II n'a pas ete detecte, dans la fraction 
25 active, de molecules comportant un noyau aromatique 
caracteristique des hormones vegetales telles que 
1 * auxine et la cytokinine. C'est pourquoi les conta- 
minants hormonaux eventuels devraient etre presents 
a des concentrations inferieures a 10" 12 M, c*est-a-dire 

3 0 a des concentrations environ 100 000 fois inferieures au 

seuil (10~ 7 M) auquel ces phythormones agissent 
lorsqu'elles sont ajoutees par voie exogene, ce qui 
signifie que l*on ne peut pas attribuer a de tels conta- 
minants les ef f ets observes . 
3 5 L 1 etude des mutants de R.meliloti affectes 

dans des genes hotes-specif iques fait apparaitre une 
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correlation absolue entre la specificite du comport ement 
symbiotique de cellules vivantes de Rhizobium et la 
specificite du bio-essai Had de leurs surnageants 
steriles, ce qui indique que les signaux Nod sont 
5 impliques dans 1' induction de 1* infection specif ique et 
de la nodulation. 

Le compose NodRm-1 a a la f ois une tres forte 
activite biologique et une tres forte specificite. En 
effet, il provoque des reactions detectables sur la 

10 plante-hote a des concentrations tres faibles, de l'ordre 
de lO" 1 ^ M, alors que les hormones vegetales connues, 
comme les auxines et cytokinines, agissent a des concen- 
trations nettement superieures (10~ 7 -10~^ M) . D'autre 
part, les oligosaccharides de type "eliciteurs " qui ont 

15 ete decrits dans l'Art Anterieur et qui agissent a des 
concentrations faibles (10"^ M) ne sont pas specif iques, 
alors que la molecule-signal NodRm-1 conforme a 
1 ' Invention a une grande specificite d 1 action : alors 
qu'elle agit a une concentration de 10"^^ M sur la 

2 0 luzerne, plante homologue, elle n'est tou jours pas active 

a une concentration de 10~® M sur une plante non-hote 
comme la vesce. Cette molecule presente done des 
proprietes originales et importantes quant a son activite 
sur les plantes . 

25 En 1' absence de bacteries et a de faible 

concentrations (10" 7 M-10"^ M) la molecule-signal NodRm-1 
provoque 1 1 induction d' abondantes divisions mitotiques 
dans le cortex racinaire de la luzerne : NodRm-1 presente 
done un fort effet mitogene. 

3 0 En 1' absence de bacteries et a de faible 

concentrations ilO" 7 M-10~ 9 M) la molecule-signal NodRm-1 
provoque 1 ' induction de la formation de nodosites sur les 
racines de la luzerne, nodosites qui presentent des 
caracteristiques ontblogiques , morphologiques et 
3 5 anatomiques des nodosites de luzerne induites par les 
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bacteries symbiotiques. NodRm-1 a done un effet 
organogene sur les racines de luzerne* 

En 1 1 absence de bacteries et a de tres f aibles 
concentrations <10~ 9 M 10~ 12 M) , le compose NodRm-1 
5 provoque des deformations de poils absorbants sur la 
luzerne et une induction de la transcription de genes 
symbiotiques de Legumineuses . A ces memes doses en 
presence de R.meliloti , l 1 addition de compose NodRm-1 
provoque une acceleration de 1 ' infection et de la 
10 formation des nodosites racinaires . Son addition a des 
Legumineuses, par exemple par enrobage de graines au 
moment du semis, est apte a accelerer la formation des 
nodosites et 1 1 etablissement de la fixation d' azote. 

II est important de souligner que c ' est la 
15 premiere fois qu'on isole a partir d'une bacterie des 
oligomeres d' hexosamines sulfates. En effet, des sucres 
sulfates ont ete isoles chez I 1 animal mais n ' avaient ete 
ni detectes ni a fortiori isoles jusqu'a ce jour ni chez 
les plantes ni chez les bacteries* 
2 0 De plus, les oligomeres d" hexosamines sulfates 

et acyles conformes a la presente Invention presentent 
une activite biologique exceptionnelle en ce qu'ils ont 
une activite a des doses inf initesimales ; en effet, ils 
sont au moins 100 000 fois plus actifs que les hormones 
25 vegetales . On n'a jamais propose jusqu'a present 
1 ' utilisation de substances naturelles ayant une telle 
activite a des doses aussi f aibles, dans le domaine 
vegetal. Cette activite exceptionnelle laisse a penser 
que les substances conformes a 1' Invention ont une affi- 
3 0 nite considerable pour certains recepteurs - af finite 
tres superieure a celle des produits decrits jusqu'a pre- 
sent y compris les hormones vegetales Les recepteurs 
qui ont une affinite pour les sucres presentent generale- 
ment la structure de glycoproteines et notamment de 
3 5 lectines ; or de tels recepteurs existent aussi dans le 
regne animal ; les substances conformes a 1' Invention 
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doivent done etre considerees comme pouvant etre dotees 
d'une activite therapeutique import ant e . En particulier, 
1' agent therapeutique conforme a 1' Invention est propre, 
entre autres, a stimuler les mecanismes de defense contre 
5 les pathogenes chez 1' Homme et chez 1' animal. 

^ - Preparation des substances Ac-NodRm-1 et 
Ac-NodRM-3 par purification a partir d'un milieu de 
culture de Rhlzobium meliloti 

A. Product i on dee composes 

10 Si au lieu d'introduire le plasmide 

"surproducteur" pGMH49 dans la souche de ' 
R. meliloti 2011, on introduit le plasmide pMH682 qui 
contient seulement le couple de genes regulateurs 
syrM/NodD3, on provoque egalement une forte augmentation 

15 de la transcription des genes nod communs et specif iques 
et une augmentation de la production de facteurs Nod. Les 
extraits butanoliques du surnageant d'une telle souche, 
lorsqu'ils sont fractionnes par chroma tographie HPLC, 
presentent un profil different de celui des extraits de 

20 la souche R . meliloti 2011 (pGMH49), ce qui implique la 
production de nouveaux composes. 

B. n^hermination de la structure des composes 

1. Ptir-if ieation 

Les composes sont purifies selon le protocole 
25 decrit dans 1 • exemple 1. L'ultime etape de chromatrogra- 
phie HPLC analytique en phase inverse permet de separer 
le compose Ac -NodRMm- 1 du compose Ac-NodRm-3 . 

2. Rtudes Btmnfurales 

2.1. Structure du compos 6 AC-NodRm-1 
30 2.1.1. Traiteme flt- an mel-hanolate de sodium 

Par traitement au methanolate de sodium, le 
compose Ac-NodRm-1 est converti en NodRm-1 dont la struc- 
ture est determinee comme dans 1' exemple 1. 

2.1.2. Snprf.rnm^l-Tie de masse. 
35 Le spectre de masse FAB mode positif du com- 

pose Ac-NodRm-1 (Fig 6A) montre un ion moleculaire 
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protonne a m/z 1145, ainsi que les ions (M+Na) + a 
m/z 1167 et (M+2N a -H) + a m/z = 1189. La decomposition de 
l'ion moleculaire protonne par spectrometrie MS /MS 
(Fig. 6B : balayage B/E) conduit a des ions f ragmentaires 
5 a m/z 1065, m/z 844, m/z 641 et m/z 438. Les ions 
fragments a m/z 1065 et m/z 844 sont attribues 
respectivement a la perte de SO3 et de 
N-acetyl-D-glucosamine sulfate. Les fragments a m/z 641 
et m/z 43 8 correspondent aux ions glycosylium obtenus par 
10 rupture des liaisons interglycosidiques . Ces deux 
spectres montrent que le compose Ac-NodRm-1 ne dif f ere du ' 
compose NodRm-1 que par la presence d'un groupement 
acetate sur la glucosamine terminale non reductrice. 
2.1.3. RMN ^H 

15 Le spectre RMN^H du compose Ac-NodRm-1 permet 

d'etablir les elements structuraux decrits dans 1 1 exemple 
1 (paragraphe B.4.1.) pour le compose NodRm-1. 
(i) deux doubles liaisons dont une conjuguee de 
geometrie E ; 

2 0 (ii) signaux anomeriques caracteristiques de liaison (5 

(iii) signaux caracteristiques d'un groupe sulfate en 
position 6. 

De plus, deux signaux a 8 = 4,16 ppm et 
5 = 4,46 ppm, absents dans le spectre du compose NodRm-1 
25 et disparaissant apres O-deacetylation, permettent de 
localiser le groupement acetate en position 6 du sucre 
terminal non reducteur 

2.2. Structure du compose Ac-NodRm-3 
La structure du compose Ac-NodRm-3 a ete 
30 etablie par spectrometrie de masse FAB mode positif 
(Fig.). On observe un ion moleculaire protonne a 
m/z = 1348 ainsi que des ions sodes (M+Na) + a m/z = 1370 
et <M+2Na-H) + a m/z = 1392. Les ions a m/z = 1268 et 
m/z = 1047 sont attribues respectivement a la perte de 
3 5 S03 et d'une N-acetyl-glucosamine sulfate a partir de 
(M+H) + . Les ions a m/z = 844, m/z = 641 et m/z = 438 sont 
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attribues aux ions glycosylium obtenus par coupures 
interglycosidiques . Ce spectre indique qu 1 Ac-NodRm-3 : 
(i) est constitue d'un enchainement lineaire de cinq 
derives de D-glucosamine ; 
5 (ii) possede une chaine N-acyl diinsaturee de 16 carbones 
et un groupement O-acetate sur le residu glucosamine 
terminal non reducteur ; 

(iii) possede une fonction sulfate sur le residu 
N-acetyl -D-glucosamine reducteur . 

10 L ' incubation du compose Ac-NodRm-3 en presence 

d'une exochitinase (extraite de Streptococcus griseus, 
Sigma) libere notamment un dimere de N-acetyl-D- 
glucosamine et de N-acyl -O-acetyl-D-glucosamine, ce qui 
montre que les liaisons entre les trois premiers residus 

15 N-acetyl-D-glucosamine sont de type {3-1,4. La digestion 
d' Ac-NodRm-3 par une endochitinase (egalement extraite de 
Streptococcus griseus, Boeringer) conduit a la formation 
d'une N-acyl -O-acetyl-D-glucosamine montrant que la 
liaison avec le residu terminal non reducteur est 

20 egalement de type (3-1,4. 

Exemole 4 - Preparation de facteurs Nod & 
partir d'un milieu de culture de Rhizobium leguminosarum 
biovar viclae 

A. Producti on des facteurs Nod 

2 5 Dans les pays europeens la culture de protea- 

gineux, comme le Pois et le Feverole, s 1 est beaucoup 
developpee au cours de la derniere decennie. Les 
Inventeurs ont done entrepris d'etudier la production de 
facteur Nod par Rhizobium leguminosarum b.v. viciae, la 

3 0 bacterie symbiotique de ces proteagineux . 

Dans le but de provoquer une augmentation de 
la production de ces signaux, les Inventeurs ont 
introduit dans la souche R. leguminosarum 248, le 
plasmide plJ1089. Ce plasmide, derive du vecteur pLAFRl , 
35 contient 1 'ensemble de la region Nod de -R . leguminosarum, 
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c'est-a-dire les operons nodD, nodABCIJ, nodFEL, nodMNT, 
nodO (Downie et al . , EMBO J., 1983, 2., 947-952). 

La souChe 248(plJ1089) est cultivee dans le 
meme milieu que R. meliloti, mais pour 1 ' induction de la 
5 transcription des genes nod, une flavanone, la 
naringenine, a ete utilisee a la place de la luteoline. 
Apres induction des genes nod le surnageant des cultures 
presente une forte activite de deformation de poils 
absorbants d'une espece de vesce appropriee (Vicia sativa 
10 subsp. nigra). Cette activite n'est pas detectable dans 
les surnageants de culture d'une souche 

r . leguminosarum 248 mutee dans les genes communs nodABC. 

B. Purification 

Les composes Nod sont extraits du milieu de 
15 culture selon le procede decrit dans l'exemple 1 
(B.l.l.). L'extrait est lyophilise puis chromatrographie 
en HPLC phase inverse selon le procede decrit dans 
l'exemple 1 (B.I.2.). Les composes Nod sont ensuite 
purifies sur une cartouche Sep-Pak QMA (Waters Millipore) 
2 0 forme acetate. Les composes sont elues avec 5 ml 
d'ethanol absolu. 

C. Determination de la structure 

Le spectre de masse FAB en mode positif montre 
ma joritairement trois ions moleculaires protonnes a 

25 m/z = 1067 , m/z =1069 et m/z = 1095, accompagnes de 
leurs ions sodes (M+Na) + respectivement a m/z = 1089, 
m/z = 1091 et m/z = 1117. La decomposition par 
spectrometrie MS /MS de 1 1 ion a m/z = 1089 (respectivement 
m/z = 1091 et m/z = 1117) fournit des ions fragments a 

30 m/z = 868 (respectivement m/z = 870 et m/z = 896), 
m/z = 665 (respectivement m/z = 667 et m/z = 693) et 
m/z = 462 (respectivement m/z = 464 et m/z = 490) . Ces 
ions sont obtenus par rupture interglycosidique , avec 
perte successive de fragments d'une masse de 203 

35 correspondant a un residu N-acetyl -glucosamine . Ces 
spectres montrent que les composes NodRl sont constitues 
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d'un enchainement lineaire de N-acetyl-hexosamine. Les 
ions de m/z = 462 , 464 et 490 correspondent a des 
O-acety 1 -hexosamines diversement N-acylees . 

L ' analyse des acides gras portes par le residu 

5 terminal non-reducteur a ete realisee par GC/MS apres 
saponification selon le protocole decrit dans le para- 
graphe B.2.2. Cette etude a permis d' identifier .les 
acides gras majoritaires suivants : C 16:Q/ C 15:1 et C 18:1 
Ainsi que cela ressort de ce qui precede, 

0 1' Invention ne se limite nullement a ceux de ses modes de 
mise en oeuvre, de realisation et d ' application qui 
viennent d'etre decrits de fagon plus explicite ; elle en 
embrasse au contraire toutes les variantes qui peuvent 
venir a 1' esprit du technicien en la matiere, sans 

5 s'ecarter du cadre, ni de la portee, de la presente 
Invention. 
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REVINDICATIONS 

1' Substance sensiblement pure presentant la 
structure d ! un facteur Nod ou de l'un de ses analogues, 
lequel facteur Nod se caracterise par le fait que sa bio- 
5 synthese est sous le controle d'au moins un gene de nodu- 
lation (nodA, B, C) commun aux Rhizobiacees , en particulier 
aux genres Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium et 
Azorhizobium, laquelle substance est caracterisee en ce 
quelle est constitute par un lipo-oligosaccharide non 
10 derive des exopolysaccharides . 

2* Substance sensiblement pure selon la Reveri- 
dication 1, caracterisee en ce que le facteur Nod dont 
elle presente la structure est un signal symbiotique 
plante-specif ique et est apte a amplifier la capacite de 
15 la bacterie a infecter la plante-hote a laquelle il est 
associe et/ou a accelerer la formation de nodules sur la 
plante-hote a laquelle il est associe et/ou a induire la 
transcription de genes symbiotiques de Legumineuses . 

3* Substance sensiblement pure selon la Reven- 
20 dication 1 ou la Revendication 2, caracterisee en ce que 
le facteur Nod dont elle presente la structure, a les 
proprietes structurelles d'un ligand de lectine. 

4" Substance lipo-oligosaccharidique caracte- 
risee en ce qu'elle repond a la formule generale I ci- 
25 apres ; 



30 




35 

FORMULE I 
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dans laquelle : 

G est une hexosamine diversement substitute, par 
exemple, par un groupe acetyl sur 1' azote, un groupe 
sulfate, un groupe acetyl et/ou un groupe ether sur un 
5 oxygene. 

- Rl, R2, R3, R5, R6, R7 , qui peuvent etre identiques ou 
differents, represented H, CH3C0-, CXHYCO- ou x est, un 
nombre entier compris entre 0 et 17 et y est un nombre 
entier compris entre 1 et 35, ou tout autre groupe acyl, 

10 tel que par exemple un carbamyl 

- R4 represente une chaine aliphatique saturee ou mono-, 
di-, ou tri-insaturee comportant au moins 12 atomes de 
carbone, et 

- n est un nombre entier compris entre 1 et 4 . 

15 5* Oligosaccharide selon la Revendication 4, 

caracterise en ce que, G represente : 

Chez R. meliloti une N-acetyl-D-glucosamine 6-sulfate _ 
. Chez R. leguminosarum b.v. viciae une N-acetyl-D- 
glucosamine 

2 0 6* Oligosaccharide selon l'une quelconque des 

Revendications 4 ou 5, caracterise en ce qu'il repond a 
la formule (II) ci-apres : 



25 



30 




^ FORMULE II 
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dans laquelle R represente H ou CH3CO- et n 
est egal a 2 ou 3 . 

7* Procede de preparation de substances selon 
l'une quelconque des Revendications 1 a 6, caracterise en 
5 ce qu'il est choisi dans le groupe qui comprend les pro- 
cedes de purification a partir de surnageants de culture 
de Rhizobiacees , les procedes par voie de synthese se- 
quentielle ou convergente usuels dans les syntheses 
osidiques et les procedes de production desdites sub- 

10 stances par genie genetique, a partir de genes nod clones 
dans des microorganismes appartenant ou non a la famille 
des Rhizobiacees , eventuellement sous le controle d'un 
promoteur approprie et/ou en presence de genes regula- 
teurs ayant fait l'objet de mutations appropriees . 

15 8" Procede de production d'une substance selon 

l'une quelconque des Revendications la 6, par purifica- 
tion, caracterise en ce qu'au cours d'une premiere etape 
on produit un plasmide recombinant resultant du clonage 
dans un plasmide capable de se repliquer dans une 

2 0 bacterie Rhizobiacee ou toute autre bacterie appropriee, 

(1) soit d'un fragment qui contient des genes nod communs 
et specif iques ainsi que les genes regulateurs d'une 
bacterie Rhizobiacee donnee, soit (2) des genes regula- 
teurs de l 1 expression des genes nod, les bacteries Rhizo- 

25 biacees ou toute autre bacterie appropriee sont ensuite 
modifiees par introduction dudit plasmide recombinant, 
pour obtenir une souche mutante tres surproductrice de 
facteurs Nod, et on cultive ladite souche mutante dans un 
milieu de culture approprie ; - au cours d'une deuxieme 

30 etape on recueille le surnageant de culture, que l'on 
purifie par extraction par un alcool inferieur approprie, 
ou par extraction solide-liquide appropriee, suivie d'une 
chromatographie HPLC en phase inverse du residu 
d 1 extraction, d'une chromatographie par permeation de 

3 5 gel, d'une chromatographie par echange d'ions et d'une 

chromatographie HPLC analytique en phase inverse. 
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9' Procede selon la Revendication 8, caracte- 
rise en ce que le plasmide surproducteur de facteur Nod 
est introduit dans une bacterie Rhizobiacee mutante non- 
productrice d ' exopolysaccharides . 
5 10* Procede de production de substances selon 

I 1 une quelconque des Revendications 1 a 6 caracterise en 
ce qu'on part d'une souche sauvage de bacteries 
Rhizobiacees fortement productrice de facteurs Nod, que 
1' on cultive dans un milieu de culture approprie, apres 
10 quoi l'on recueille le surnageant de culture que 1 1 on 
purifie conformement a la 2eme etape du procede selon la 
Revendication 8. 

11" Agent de traitement de plantes caracterise 
en ce que son ou un constituant actif est une substance 
15 selon 1 ' une quelconque des Revendications 1 a 6. 

12* Agent de traitement de plantes selon la 
Revendication 11, caracterise en ce que son ou un consti- 
tuant actif est present a une concentration comprise 
entre 10" 6 M et 10" 14 M. 
20 13' Agent therapeutique actif chez 1 1 Homme et 

chez 1' animal, caracterise en ce que son ou un consti- 
tuant actif est une substance selon l'une quelconque des 
Revendications 1 a 6. 

14' Agent therapeutique selon la Revendication 

25 13, caracterise en ce qu'il est present dans une composi- 

— S — ft 

tion a une concentration comprise entre 10 3 M et 10 ° M. 
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